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COMPOSITION ANTI-BACTERIENNE, PLUS PARTI CULIEREMENT 
CONTRE LES BACTERIES GRAM NEGATIF, COMPRENANT UN PEPTIDE ET 
UN AGENT ANTI-BACTERIEN AVANTAGEUSEMENT HYDROPHOBE 

La presente invention concerne le domaine des 
traitements anti-bacteriens et plus particulierement des 
methodes et compositions pour traiter . les infections par des 
bacteries gram negatif chez l'homme, 1' animal ou les 
pi antes . 

II a ete deer it dans l'art anterieur des peptides 
capables de detruire les bacteries (Park CB, Kim HS, Kim SC. 
Biochem Biophys Res Commiin. 1998 Mar 6 ; 244 ( 1 ) : 253-7 ) • II a 
eg-alement ete rapporte dans la demande de brevet 
internationale PCT No. WO 01/64738 des peptides capables de. 
reagir avec les aminoglycanes et de transporter dans des* 
cellules eucaryotes ou procaryotes des molecules d'interet. 

La quantite de molecules antibiotiques penetrant dans 
la bacterie depend de sa structure et de mecanismes 
impliques dans le transport de substrats. Les bacteries Gram 
negatif se distinguent structurellemeint des bacteries Grant? 
positif par la presence de deux membranes constituant' 
l'enveloppe bacterienne. Si toutes les bacteries ont une 
membrane interne, les bacteries Gram negatif ont une 
membrane externe unique, supplementaire . Cette "membrane 
externe hydrophobe constitue une barriere semi -permeable qui 
s' oppose a la penetration des antibiotiques mais des 
porines, proteines formant des canaux, permettent l f entree 
de petits solutes hydrophiles comme les elements nutritif s 
et les antibiotiques de ■ la famille des penicillines et 
tetracyclines r mais excluent la penetration de grosses 
molecules hydrophiles et les antibiotiques de la famille des 
macrolides /ketolides . 

One cause importante des echecs therapeutiques contre 
les bacteries Gram negatif est 1' emergence de souches 
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resistantes. Certaines resistances sont liees a une 
reduction de la permeability des membranes bacteriennes 
(modifications quantitatives/qualitatives de porines ) . 
D'autres resistances tiennent a la presence d'une proteine 
5 membranaire qui provoque le re jet de 1 'antibiotique par un 
mecanisme d' efflux actif . Le developpement de nouveaux types 
de molecules anti-bacteriennes ou 1 ' utilisation 
d'antibiotiques commerciaux non actif s sur les bacteries 
Gram negatif requiert leur entree et leur delivrance au 
10 travers de membranes bacteriennes selectives. 

La pre sen te invention a ,p_recis^ Qt_tx.tr. 

de nouvelles methodes et compositions permettant de traiter 
efficacement les infections par les bacteries Gram negatif 
meme lorsque celles-ci ont developpe une resistance aux 

JL5 ^tibiotiques_. 

Ce but est atteint grace a 1' utilisation de peptides 
capables de traverser la membrane externe des bacteries Gram 
negatif et, via cette translocation de la membrane, de 
delivrer des molecules d'interet qui ne peuvent pas sinon 

20 p^netrer a l'interieur des bacteries, du fait de leurs 
proprietes physico-chimiques • 

Les travaux r<§alis<§s dans le cadre de la presente 
invention ont concerne le Bodipy et la Tetramethylrhodamine 
qui sont des molecules f luorescentes hydrophobes exclues par 

25 la membrane externe des bacteries Gram negatif. Ces traceurs 
fluorescents ont ete choisis afin d'evaluer les proprietes 
d' internalisation des peptides de 1' invention lies 
chimiquement a des molecules hydrophobes* La translocation 
des traceurs fluorescents dans la bacterie Gram negatif a 

30 ete evaluee qualitativement sur Escherichia. coli et 
Pseudomonas aeruginosa. 

La presente invention a done tout d'abord pour objet 
une composition anti-bacterienne, plus particulierement 



dirigee centre les bacteries Gram negatif , comprenant 
1' association : 

a) d'au moins un peptide de 10 a 25 residus d'acide 
aminS comprenant : 

i) deux domaines charges positivement a pH neutre 
constituSs chacun de 3 a 9 residus d'acide amine dont les 
deux tiers au moins sont des acides amines cationiques, 

ii) entre lesdits domaines charges positivement, un 
groupe de deux a trois residus d'acide amine non cationique, 

iii) a l'une et ou 1' autre des extremites N ou C 
terminales du peptide, un groupe de 0 a 10 et de preference 
de 0 a 5 residus d'acide amine choisis dans le groupe 
comprenant des acides amines non hydrophobes et des acides 
amines charges positivement, mais dans le cas d'un residu 
d'acide amine charge positivement celui-ci n'est pas 
directement adjacent aux domaines charges positivement. 

b) d'au moins un compose anti-bacterien. 
Avantageusement, dans les peptides de 1' invention ci- 

dessus, les acides amines cationiques des deux domaines 
charges positivement sont choisis dans le groupe comprenant 
l'arginine et la lysine. 

On prefere dans les peptides de 1' invention ci-dessus 
que les acides amines non cationiques du groupe . entre 
lesdits domaines charges positivement soient des acides 
amines non hydrophobes, choisis par exemple dans le groupe 
comprenant : l'acide glutamique, la serine, la glycine, la 
leucine , la , glutamine . 

L' orientation des sequences d'acide amine selon 
1' invention est typiquement de N-terminale vers C-terminale. 
Cependant, selon un autre. mode de realisation, 1' orientation 
peut etre inversee, e'est-a-dire que les sequences d'acide 
amines sont orientees de C-terminal vers N-terminal. 
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Des peptides prefer^s pour les compositions selon 
1' invention sont choisis dans le groupe comprenant les 

sequences suivantes (orientation N-terminal vers C-terminal ) 

* 
• 

5 - DPV3 : Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Lys Lys 

Arg Arg Arg Glu Ser (SEQ ID N0.1) 

- DPV3.10 : Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Arg 
Ala Arg Arg Ser Pro Arg His Leu (SEQ ID NO. 2) 

- DPV6 : Gly Arg Pro Arg Glu Ser Gly Lys Lys Arg Lys 
10 Arg Lys Arg Leu Lys Pro (SEQ ID NO. 3) 

- DPV7 ; Gly Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly^ Lys 



Lys Arg Asp Pro (SEQ ID NO. 4) 

- DPV7b : Gly Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly Lys 
Lys Arg Pro Arg Ser Arg (SEQ ID NO. 5) 

15 - DPV15 ; Leu Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg Leu Arg Arg 

Glu Arg Gin Ser Arg (SEQ ID NO. 6) 

- DPV15b : Gly Ala Tyr Asp Leu Arg Arg Arg Glu Arg Gin 
Ser Arg Leu Arg Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg (SEQ ID NO. 7) 

- DPV1047 : Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Arg His Val 
20 Arg Pro Arg Val Thr Arg Met Asp Val (SEQ ID NO. 8) 

- DPV11 : Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gly (SEQ 
ID NO. 9) 

- DPV1121 : Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Arg Gin Lys 
Tyr Asn Lys Arg Ala Met Asp Tyr (SEQ ID NO .11) 

25 Parmi ceux-ci, 1' invention concerne tout specialement 

les peptides suivants : DPV3, DPV3.10, DPV6, DPV7, DPV7b, 
DPV15 et DPV15b. 

L ' alignement des sequences ci-dessus met en evidence 
des domaines charges positivement de sequences suivantes : 

30 - Arg Lys Lys Arg Arg Arg (SEQ ID NO. 13) 

- Arg Pro Arg (SEQ ID NO. 14) 

- Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys (SEQ ID NO. 15) 

- Arg Arg Glu Arg (SEQ ID NO. 16) 

- Arg Arg Arg Glu Arg (SEQ ID NO. 17) 
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- Arg Arg Ala Arg Arg Ser Pro Arg (SEQ ID NO. 18) 

- Lys Lys Arg Lys Arg Lys Arg Leu Lys (SEQ ID NO. 19) 

- Lys Lys Arg (SEQ ID NO. 20) 

- Lys Lys Arg Pro Arg Ser Arg (SEQ ID NO. 21) 
5 - Arg Leu Arg Arg Glu Arg (SEQ ID NO. 22) 

- Arg Leu Arg Arg Arg Glu Arg (SEQ ID NO. 23) 
De preference, les domaines de sequences SEQ ID NO. 13 

& 17 sont du cote de l'extremite N teririinale du peptide, 
alors que les domaines de sequences SEQ ID NO. 18 a 23 sont 
10 du cote de l'extremite C terminale du peptide. 

L'alignement des sequences ci-dessus a aussi mis en 
evidence des groupes de deux a trois residus d'acide amine 
non cationique entre les domaines charges positivement de 
sequences suivantes : 

Glu Ser, Glu Ser Gly, Leu Gly, Gin Ser 

Les composes anti-bacteriens presents dans les 
compositions selon 1' invention sont. de preference choisis 
parmi ceux presentant des proprietes physico-chimiques les 
rendant incapables de traverser la membrane des bacteries 
Gram negatif. Tout pref erentiellement, il s'agit de composes 
anti-bacteriens hydrophobes. A titre d'exemples de tels 
composes, on peut citer les antibiotiques de la famille de 
macrolides, des ketolides comme 1 ' erythromy6ine , la 
clarithromycine, 1 ' azithromycine, la telithromycine. 

Les composes anti-bacteriens peuvent etre aussi des 
oligonucleotides antisens. 

L' evaluation des peptides DPV ci-dessus a montrer leur 
30 capacite a traverser les membranes des bacteries Gram 
negatif E. coll ou P. aeruginosa et de delivrer le Bodipy 
dans la bacterie, alors que celui-ci est ( une molecule 
hydrophobe normalement exclue par la membrane externe des 
bacteries Gram negatif qui represente une barriere semi- 
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permeable. De plus, il apparait que ces peptides ont la 
capacite de traverser la membrane externe des deux souches 
de bacteries Gram negatif et de s'accumuler dans le 
cytoplasme bacterien par un m£canisme non 6nergie-dependant 
5 et non toxique pour la bact£rie. 

Les travaux realises dans le cadre de 1' invention, ont 
mis en evidence quelques differences d' internalisation entre 
les deux souches de bacteries P. aeruginosa et E. coli* 
Ainsi il semble que le peptide DPV7b soit plus 
10 internalisants dans P. aeruginosa que dans E. coll. Cette 

dif f §rence_ pourr^ differences de 

structures de la membrane externe entre les deux souches de 
bacteries • 

Ces peptides sont done utiles pour la preparation de 

15 compositions pharmaceutiques anti-bacteriennes , plus 
particulierement centre les bacteries gram negatif, ou ils 
sont associes a un ou plusieurs agents anti-bacteriens . 

Les compositions de 1' invention sont utiles tant a 
titre preventif que curatif . 

20 Les compositions selon l f invention comprennent 

egalement avantageusement un ou plusieurs vehicules, 
diluants ou excipients pharmaceutiquement acceptables 
ggneralement utilises avec ce type d' agents. 

Les peptides de 1' invention peuvent etre prepares par 

25 synthese chimique ou par genie genetique dans une cellule 
procaryote comme une bacterie, dans une cellule eucaryote 
comrae une levure, une cellule CHO, une cellule NSO, chez un 
animal transgenique, par exemple dans le lait de lapin, de 
chevre, de brebis, de vache, etc... trans geniques ou dans une 

30 plante transgenique comme, par exemple, dans des plants de 
tabac , etc... . 

L' invention concerne aussi des equivalents 
fonctionnels des peptides definis ci-dessus, tels que des 
peptides comprenant des modifications issues de processus 
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post-traductionnels comme la glycosylation ou de 
modifications chiiuiques telles que le couplage avec des 
lipides, sucres, sequences de nucleotides des lors que ces 
modifications ne modifient pas l'activite anti-bacterienne 
et/ou antifongique desdits peptides conformement aux tests 
donnes dans la partie exp<§rimentale ci-apres. Les 
equivalents fonctionnels comprennent aussi des peptides dont 
un ou plusieurs acides amines sont des acides amines de 
conformation D. L' invention couvre egalement les retro- 
peptides et les retro-inverso-peptides . 



L' association des compositions selon 1' invention peut 
etre constitute d'un ou plusieurs peptides decrits ci-dessus 
et d'un ou plusieurs composes anti-bacteriens, aussi sauf 
indication contraire, le singulier employe pour lk 
definition des agents actifs (peptide et compose anti- 
bacterien) de la composition couvre le pluriel. 

La composition selon 1' invention peut etre realisee 
par 1' association de peptide(s) et de compose(s) anti-" 
bacterien(s) en melange ou d'un produit dans lequel un ou 
plusieurs peptides identiques ou dif f erents sont liees par 
covalence a un ou plusieurs composes identiques ou 
dif f erents, eventuellement par 1 ' intermediate d'un bras 
espaceur. De tels produits sont notamment des produits de 
25 formule (I) qui seront decrits ci-apres. 

Dans le cas de 1 ' administration de peptide et de 
compose anti-bacterien en melange, ces deux agents actifs de 
la composition anti-bacterienne de . 1* invention peuvent etre 
presentes de fagon separee, chacun sous une forme 
30 pharmaceutique appropriee, et reunis dans un meme emballage. 
Toutefois, pour faciliter 1 ' administration simultanee des 
agents actifs, on prefere generalement ( preparer le 
medicament sous une seule forme pharmaceutique contenant les 
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deux ingredients actifs en melange, ainsi eventuellement 
qu'un excipient pharmaceutique approprie. 

Bien entendu f un produit constitue d'un peptide lie 
directement ou indirectement a un compose anti-bacterien 
5 doit etre considere comme constituant a lui seul une 
association selon 1' invention et qui peut etre utilise comme 
ingredient act if unique. 

Par exemple, un peptide et un compost anti-bact6rien 
peuvent etre combines en etablissant une liaison chimique 
10 entre ceux-ci. On peut notamment amidifier une fonction 

amine jdu_ . E®PlL4sle € _ pu esterif ier une ou ^ £lus ieur s f one t ions 

alcool du peptide, avec un groupement acide present au 
niveau d'un compose anti-bacterien ou derive de celui-ci. On 
obtient ainsi un produit d 1 amidif ication qui constitue le 
15 produit actif de la composition de 1' invention. On peut 
§galement ajouter a 1'une et/ou l'autre des extr£mit§s 1SI 
et/ou C terminal du peptide un residu d' acide amin£ dont la 
chaine laterale permet le couplage avec un compose anti- 
bacterien, comme par exemple un residu de cysteine dont le 
20 groupe SH est reactif. Des exemples de tels produits sont 
ceux de formule (I) qui sont decrits ci-dessous. 

En effet, 1 1 invention a egalement pour objet de 
nouveaux produits ou le peptide et le compost anti-bacterien 
sont lies l'un a l'autre par covalence, eventuellement par 
25 1 ' intermediaire d ! au moins un bras espaceur. 

De tels produits sont notamment ceux qui repondent a 
la formule (I) suivante : 

(A-) m (X) p (-P) n (I) 
dans laquelle : A est le reste d f un compose anti- 
30 bacterien, P est le reste d'une peptide, tels que definis 
precedemment , et X represente soit une liaison covalente 
entre A et P, soit un bras espaceur reliant au moins un 
reste A a au moins un reste P, m est un nombre entier 
pouvant aller de 1 a 3, n est un nombre entier pouvant aller 



de 1 a 3, et p represente zero ou un nombre entier au plus 
egal au plus grand des nombres m et n. 

On peut en effet, soit greffer un ou plusieurs restes 
A et/ou P sur un seul bras espaceur, soit greffer un ou 
plusieurs groupes A-X sur un reste P (et alors m = p et n = 
I), soit greffer un ou plusieurs groupes X-P sur un reste A 
(et alors n = p et m =1). Lorsque p - zero, soit un ou 
plusieurs restes A sont lies directement a un reste P (et n 
= 1 ) , soit un ou plusieurs restes P sont lies directement a 
un reste A (et m = 1). 

Les produits de formule (1) peuvent etre utilises sous 
forme de sels, en particulier sous forme de sels de metaux 
alcalins tels que des sels de sodium ou de potassium ; ces 
sels sont par exemple ceux des groupements phosphates, s'ils 
sont presents, des groupements phenoliques (cas de l'acide 
salicylique) , etc. On peut egalement utiliser les produits 
de formule (III), le cas echeant, sous forme de sels 
d' addition (par exemple sous forme de chlorhydrate ) lorsque 
ces produits contiennent un groupement amine. 

Les liaisons entre le bras espaceur et les restes A et 
P ou directement entre A et P sont des liaisons covalentes. 
Ces liaisons covalentes peuvent etre formees, comme indique 
precedemment, entre des groupes ester carboxylique, amide 
carboxylique, ester thiocarboxy 1 ique ou amide 
thiocarboxylique . 

Les restes de compose anti-bacterien (A) et de peptide 
(P) sont des derives de compose anti-bacterien ou de 
peptide, dont un ou plusieurs groupes chimiques ont ete soit 
supprimes soit modifies de fagon a permettre la formation de 
liaison covalentes directement entre A et P ou indirectement 
par 1 ' intermediaire d'un bras espaceur. 

II peut s'agir de.fonctions acyles de composes anti- 
bacteriens possedant un groupe carboxylique capable de 
former une liaison avec le bras espaceur ou le peptide, ce 
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dernier possedant une amine primaire ou un groupe hydroxyle 
apte a former une liaison covalente avec le bras espaceur ou 
le corticoide 

Les bras espaceurs peuvent etre notamment des restes 
5 bivalents de composes aliphatiques bi-f onctionnels , comme 
des composes ayant a chacune de leurs extremites des groupes 
fonctionnels reactifs permettant chacun de former des 
liaisons covalentes avec A et avec P. Ces composes peuvent 
etre par exemple des composes qui possedent a la fois un 

10 groupe amino et un groupe carboxyligue (ou 

. thiocarboxy ligue). ou encore des .composes,. qui ..possedent a_. la 

fois un groupe amino et un groupe hydroxyle. 

Dans la formule (I), le groupe X (en faisant 
abstraction de ses groupes fonctionnels d ' extremite ) 

15 represente notamment un groupe aliphatique diva lent 
eventuellement interrompu par un ou plusieurs heteroatomes — 
O — ou — S — ou par un ou plusieurs groupements 
heteroatomiques — NH — ou — CO — NH — . 

Les composes capables de donner, apres reaction avec 

20 le peptide et le compose anti-bacterien ou leurs derives f 
des produits de formule (I) dans lesquels A et P sont relics 
par des bras espaceurs, sont par exemple des acides alpha—, 
beta— ou gamma— amino alcanecarboxyliques , en particulier des 
acides alpha — amines naturels tels que la glycine, 

2 5 1' alanine, la valine ou la leucine, ou encore des peptides, 
notamment des dipeptides ou des tripeptides . Comme indique 
dans les exemples, il peut s'agir avantageusement d'un 
r£sidu de cysteine. 

- Les agents espaceurs -peuvent- egalement etre- des acides 

30 hydroxy-carboxyliques tels que les acides lactique, 
glycolique, les acides aldoniques (gluconique, mannonique, 
galactonique , ribonique, arabinonique , xylonique et 
erythronique ) et les lactones ou dilactones correspondantes 



(par exemple lactide, glycolide, delta-glucolonactone, 
delta-valeronactone) , ou encore les acides aldariques. 

Les groupes fonctionnels eventuellement presents sur 
le bras espaceur et non impliques dans la liaison avec A ou 
P peuvent etre utilises pour greffer d'autres restes A et/ou 
P de facon a obtenir des composes de formule (III) pour 
lesquels m et/ou n sont superieurs a 1. C'est le cas par 
exemple des groupes hydroxyles des hydroxyacides , du second 
groupe carboxylique des acides amines diacides 
carboxyliques, du second groupe amino des aminoacides 
diamines, du groupe hydroxyle des acides amines hydroxyles, 



etc. 



Le bras espaceur peut avantageusement constitue une 
molecule de liaison apte a permettre la liberation retardee 
de l'un et/ou 1' autre des restes A ou P, notamment en les 
protegeant d'une degradation apres administration. Le bras 
espaceur peut aussi constitue une molecule de vectorisation * 
permettant de cibler un organe ou tissu particulier pour la 
delivrance des restes de purine ou de corticoide, 

Pour preparer les composes de formule (III), on 
utilise les mSthodes classiques de la synthese organique. . 
Par exemple, pour preparer des amides ou des esters, on peut 
faire rSagir un compose carboxylique sous la forme d'un 
halogenure d'acide carboxylique (ou thiocarboxylique ) , ou 
sous la forme d'un anhydride mixte, ou sous la forme d'un 
ester active, par exemple un ester de p-nitrophenyle. On 
peut egalement activer l'acide k 1 ' aide d'un agent de 
couplage tel que le dicyclohexylcarbodiimide . 

Comme les composes de formule (I) comprennent des 
restes de peptide, on peut les preparer en utilisant en 
particulier les nuithodes connues dans la chimie des 
peptides . 



Bien entendu, lorsque les composes dont derivent A, P 
ou X de la formule (I), comprennent plusieurs fonctions 
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susceptibles de reagir, il convient d'operer soit en 
utilisant les reactifs en proportions stoechioraetriques 
(selon le nombre de produits precurseurs de A et/ou de P que 
I'on veut faire reagir), soit en protegeant temporairement 
5 les f onctions reactives dont on ne souhaite pas qu 1 elles 
r^agissent. On utilise pour cela les m^thodes de protection 
temporaire desdites f onctions reactives* Ces methodes de 
protection temporaire sont bien connues, notamment celles 
qui ont ete d6velopp£es lors des recherches concernant la 

10 synthese des peptides. Par exemple, les groupements -NH 2 
peuyent . etre.. .proteges . par „. des.. groupements .carbobenzoxy.,. 
phtaloyle, t-butoxy car bony le , trif luoroac^tyle, 
toluenesulf onyle ; les groupements carboxyliques peuvent 
etre proteges sous la forme d 1 esters benzyliques, d 1 esters 

15 d e tetrahydropyranyle ou d'esters de t-but yle ; les alcool s 
peuvent etre proteges sous la forme d'esters (par exemple 
acetates ), sous la forme d 1 ethers de tetrahydropyranyle , 
d' ethers benzyliques ou d' ethers de trityle r ou encore sous 
la forme d'acetals (y compris sous la forme d'acetonides 

20 dans le cas des glycols vicinaux) • Les reactions de 
protection et de deprotection eventuelle de divers groupes 
chimiques sont connues et decrites dans la litterature. 

Les reactions de phosphatation ou de dephosphatation 
de l'alcool primaire des nucleotides ou nucleosides peuvent 

25 etre mises en ceuvre en utilisant les enzymes naturelles (par 
exemple phosphatases , phosphokinases) . 

Les compositions anti-bacteriennes de 1' invention, et 

notamment-- eel Ires — compr en-ant — un — compose — de — f©a?muie— (-I-) 7 - 

30 peuvent etre administrees par l'un quelconque des modes 
d' administration acceptes pour les agents therapeutiques et 
bien entendu par voie orale, sublinguale, nasale, 
pulmonaire, rectale ou parenterale (par exemple 
intravasculaire , intramusculaire r transcutan^e , intra- 
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articulaire) . On peut aussi citer 1 ' administration 
systemique, topique ou encore centrals, par exemple par voie 
chirurgicale intracranienne ou encore 1 ' administration 
intra-oculaire. On peut citer aussi 1 ' implantation sous- 
5 cutanee d' implants biodegradable. 

A cet effet, elles peuvent etire presentees sous toute 
forme permettant 1 ' administration par : 

- voie or ale (en particulier sous la forme de gelules, 
de solutions ou emulsions buvables, de poudres, de gels, de 

10 granules, de tablettes ou de comprimes), de comprimes, 
gelules, capsules molles, y compris les formulations a 
liberation differee ou prolongee, pilules, poudres, 
granules, elixirs, teintures, suspensions, sirops et 
emulsions. Cette forme de presentation est plus: 

15 particulierement adaptee au passage de la barriere 
intestinale et a 1 'utilisation la plus commune des composes; 
anti-bacteriens et/ou antif ongiques . 

- voie parenterale, generalement par injection, 
intramusculaire ou intraveineuse par perfusion. Les 

20 compositions injectables peuvent etre preparees sous des. 
formes classiques, soit en suspension ou solution liquide 
soit sous forme solide convenant a une dissolution 
extemporanee dans un liquide adequat, y compris les 
formulations a liberation differee ou prolongee comme 

25 1' inclusion des peptides dans des micro ou nano particules 
biodegradables de formulation lipidique ou de formulation de 
dextran ou , encore de PLGA ou equivalents . Cette forme de 
presentation est plus particulierement adaptee au passage de 
la barriere hemato-encephalique et a 1 f utilisation 

30 hospitaliere des composes anti-bacteriens et/ou 
antif ongiques . 

Une possibility pour 1 ' administration parenterale 
utilise 1' implantation d'un systeme a liberation lente ou 
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liberation prolongee qui assure le maintien d'un niveau 
constant de dose* 

Une autre possibility consiste a fixer par adsorption 
ou autre les peptides de 1' invention sur un support, come 
5 un catheter, une prothese ou une colle biologique. 

- voie nasale (par exemple des solutions a administrer 
sous forme de gouttes ou de pulverisations), 

- voie pulmonaire (solutions en flacon pressurise pour 
aerosols) , 

10 - voie rectale (suppositoires) , 

r ...voie.. . cutanSe. . (par. . exemple. ..cr ernes.,, .onguents. . ou 

dispositifs transdermiques , encore appeles timbres ou 
patches ) , 



15 sublinguale (solutions en flacon pressurise, ou comprimes a 
delitement buccal). 

Ces formes pharmaceutiques sont preparees de fagon 
usuelle et peuvent contenir des excipients et vehicules 
classiques appropries . 



D'autres preparations topiques habituelles comprennent 
les cremes, les onguents, les lotions, les gels et les 
sprays aerosols. Ces derniers sont plus particulierement 
adaptes pour le traitement des infections broncho- 
25 pulmonaires bacteriennes et/ou fongiques. 

Les compositions de 1' invention peuvent aussi etre 
utilisees dans le domaine cosmetique, a titre 
essentiellement preventif, et consistant alors en cremes, 
ver-nis — a— ongie 7 — produ-irbs — d-Hiygi-erre— d^s — o rganes — yenitaux, 



30 pates de dentifrices, solutions d' hygiene buccales ou a 
inclure dans des micro-particules a diffusion lente, en 
phase aqueuse, incluses par exemple dans des couches- 
culottes, des cotons-tiges, des pansements, des cotons a 



voie transmuqueuse comme par exemple par voie 
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15 

demaquiller, des serviettes hygienigues ou encore des 
litieres pour animaux. 

En fonction du mode d' administration, les composes 
peuvent etre sous forme solide, semi-solide ou liquide. 

Pour les compositions solides, tels que comprimes, 
pilules, poudres ou granules a l'etat libre ou inclus dans 
des gelules, 1' association peut etre combinee avec : 

- des diluants, par exemple le lactose, le dextrose, 
le sucrose, le mannitol, le sorbitol, la cellulose et/ou la 
glycine ; 

■ - des lubrifiants, par exemple la silice, le talc, 
l'acide stearique, son sel de magnesium ou de calcium et/ou 
le polyethyleneglycol ; 

- des liants, par exemple le silicate de magnesium et 
d' aluminium, la pate d'amidon, la gelatine, la gomme 
adragante, la methylcellulose, la carboxymethylcellulose 
sodique et/ou la polyvinylpyrrolidone ; le cas echeant , 

des desintegrants, par exemple l'amidon, l'agar, 
l'acide alginique ou son sel de sodium, ou des melanges 
ef fervescents ; et/ou 

des absorbants, colorants, aromatisants et 
edulcorants. Les excipients peuvent etre par exemple du 
mannitol, lactose, amidon, stearate de magnesium, saccharine 
sodique, talc, cellulose, glucose, sucrose, carbonate de 
magnesium et analogues de qualite pharmaceutique . 

Pour les compositions semi-solides , telles que 
suppositoires, 1 ' excipient peut, par exemple, etre une 
emulsion ou suspension grasse, ou a base de 
polyalkyleneglycol, tel que le polypropylene-glycol . 

Les compositions liquides, en particulier injectables 
ou a inclure dans une capsule molle, peuvent etre preparees 
par exemple par dissolution, dispersion, etc. du principe 
actif dans un solvant pharmaceutiquement pur tel que, par 
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exemple, l'eau, le serum physiologique, le dextrose aqueux, 
le glycerol , l'ethanol, une huile et analogues. 

Les compositions selon 1 r invention peuvent egalement 
etre administres sous la forme de systemes de liberation du 
5 type liposomes, tels que sous la forme de petites vesicules 
unilamellaires , de grandes vesicules unilamellaires et de 
vesicules multilamellaires . Les liposomes peuvent etre 
formes a partir d'une diversite de phospholipides, contenant 
du cholesterol, de la stearylamine ou des 

10 phosphatidylcholines. Dans une forme d' execution, un film de 

composants liquides peut etre hydrate ayec une solution 

aqueuse du medicament pour former une couche lipidique 
encapsulant le medicament. 

Les compositions selon 1 ' invention peuvent etre 

15 sterilisees et/ou contenir des adjuvants et substances 
auxiliaires non toxiques tels que des agents de 
conservation, de stabilisation, de mouillage ou 
d'emulsif ication, des agents favorisant la dissolution, des 
sels pour r£gler la pression osmotique et/ou des tampons. En 

20 outre, elles peuvent egalement contenir d'autres substances 
presentant un interet therapeutique . Les compositions sont 
preparees, respect ivement, par des procedes classiques de 
melange, granulation ou enrobage et elles contiennent 
d' environ 0,1 a 75%, de preference d 1 environ 1 a 50 %, de 

25 principe actif. 

Les peptides et agents anti-bacteriens de 
l f association de la composition selon 1 1 invention peuvent 
etre egalement couples avec des polymeres solubles tels que 

des — &uppo*%s — de — medicament — ei.-b-1-a-bie — De — te-l-s — poly m e r e s 

30 peuvent comprendre la polyvinylpyrrolidone, le copolymere 
pyrane , le polyhydroxypropy 1-methacry lamide-phenol , le 
polyhydroxy-ethyl-aspanamide -phenol ou le poly ( oxyde 
d' ethylene) -poly lysine substitue par des residus palmitoyle, 
le dextran. En outre, les composes selon la presente 
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invention peuvent etre couples a une classe de polymeres 
biodegradables utiles pour realiser une liberation maitrisee 
d'un medicament, par exemple, le poly(acide lactique), la 
poly(epsilon-caprolactone) , le poly(acide hydroxybutyrique ) , 
les polyorthoesters , les polyacetals, les 
polydihydropyranes, les polycyanoacrylates et les 
copolymeres d'hydrogel sequences reticules ou amphipatiques . 

La posologie pour 1 ' administration des compositions 
selon 1' invention est choisie en fonction de nombreux 
facteurs y compris le type, l'espece, l'age, le poids, le 
sexe et l'etat medical du sujet, la gravite de l'etat a 
traiter, la voie d ' administration ; l'etat des fonctions 
renale et hepatique du sujet et la nature du compose 
particulier, ou sel, employe. Un medecin ou veterinaire 
normalement experiments determinera facilement, et. 
prescrira, la quantite efficace pour prevenir, contrarier ou 
stopper le progres de l'etat medical a traiter. 

Dne composition selon 1' invention peut contenir de 0,1 
a 99%, de preference 1 a 70% de principe actif. 

A titre d'exemples, les posologies orales des 
compositions selon 1 ' invention seront comprises entre- 
environ 0,5 et. 1 mg/jour par voie orale et, de preference 
fournies sous la forme de comprimes contenant 0,5, 1, 2,5, 
5, 10, 15, 25, 50, 100, 250, 500 et 1.000 mg de principe 
actif. Les concentrations plasmatiques efficaces seront 
obtenues a partir d'une posologie allant de 0,002 mg a 50 mg 
par kg de poids corporel et par jour. 

Les compositions de 1' invention peuvent etre 
administres sous la forme de doses quotidiennes uniques , ou 
en deux, trois ou quatre doses par jour. 

D'autres avantages et caracteristiques de 1 ' invention 
apparaitront des exemples qui suivent, donnes a titre 
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illustratif, et dans lesquels il sera fait reference aux 
dessins en annexe ou : 

La figure 1 represente la formule du Bodipy® FL N-(2~ 
aminoethyl ) maleimide . 
5 La figure 2 represente la formule du 

Tetramethylrhodamine-6-maleimide. 

La figure 3 represente l'internalisation des conjugues 
DPV-Bodipy dans coll. 

La figure 4 represente l'immuno-marquage de la 
10 membrane externe apres internalisation du conjugu6 
.P?y3^°4ipy. 

La figure 5 represente l'internalisation des conjugues 
DPV-Bodipy dans P . aeruginosa. 

La figure 6 donne des images de microscopie confocal 
15 de P, aeruginosa. 

La figure 7 represente l'internalisation du conjugue 
DPV3-TMR dans E. coli. 



I - Materiels et Methodes . 
20 1.1) Traceurs f luorescents . 

- Le Bodipy® FLN- ( 2 -aminoethyl ) maleimide (Bodipy) 
(Molecular Probes Cat# B-10250), dont la formule 
moleculaire est C 20 H 21 BF 2 N 4 O 3 , Le poids moleculaire est de 
414, 22 , 1'absorbance de 504nm et 1' Emission de 510nm 

25 (fluorescence verte), et la formule developpee est donnee a 
la figure 1. 

- Tetramethylrhodamine- 6 -maleimide (TMR) (Molecular 
Probes Cat# T-6028), dont la formule moleculaire est 

G^^N^G^ — le— po4ds— moiec^iair^e— est-~de 4-84-rS-l-, — 1-^absorbanee 

30 de 541nm et 1' emission 567nm (fluorescence rouge) et la 

formule developpee est donnee a la figure 2 . 

Ces deux molecules f luorescentes contiennent un groupe 

reactif maleimide permettant le couplage chimique sur la 

fonction thiol de la cysteine du peptide. 
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I * 2 ) ^es vec teurs oeptidicrues (DPVs) . 

Les peptides de sequences ci-dessous ont 6te 
utilises : 

- DPV3 : Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Lys Lys 
Arg Arg Arg Glu Ser (SEQ ID N0.1) avec un residu Cys a son 
extremite C terminale, 

- DPV3.10 : Arg Lys Lys. Arg Arg Arg Glu Ser Arg Arg 
Ala Arg Arg Ser Pro Arg His Leu (SEQ ID NO. 2) avec un residu 
Cys a son extremite C terminale, 

- DPV6 : Gly Arg Pro Arg Glu Ser Gly Lys Lys Arg Lys 
Arg Lys Arg Leu Lys Pro (SEQ ID NO. 3) avec un residu Cys a 
son extremite C terminale, 

- DPV7 : Gly Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly Lys 
Lys Arg Asp Pro (SEQ ID NO. 4) avec un residu Cys a son 
extremite C terminale, 

- DPV7b : Gly Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly Lys 
Lys Arg Pro Arg Ser Arg (SEQ ID NO. 5) avec un residu Cys a 
son extremite C terminale, 

- DPV15 : Leu Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg Leu Arg Arg 
Glu Arg Gin Ser Arg (SEQ ID NO. 6) avec un residu Cys a son 
extremite C terminale, 

- DPVl5b : Gly Ala Tyr Asp Leu Arg Arg Arg Glu Arg Gin 
Ser Arg Leu Arg Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg (SEQ ID NO. 7) 
avec un residu Cys a son extremite N terminale, 

- DPV1047 : Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Arg His Val 
Arg Pro Arg Val Thr Arg Met Asp Val (SEQ ID NO. 8) avec un 
rdsidu Cys a son extr<§mit£ N terminale, 

- DPV11 : Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gly (SEQ 
ID NO. 9) avec un residu Cys a son extremite C terminale, 

- DPV12 : Gin Gly Lys Ser Lys Arg Glu Lys Lys Asp Arg 
Val Phe (SEQ ID NO. 10) avec un residu Cys a son extremite C 
terminale, 

i 
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- DPV1121 : Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Arg Gin Lys 
Tyr Asn Lys Arg Ala Met Asp Tyr (SEQ ID NO. 11) avec un 
r§sidu Cys a son extr^mite N terminale, 

- DPV19 : Asn Pro Gly Val Ser Thr Val Val Leu Gly Ala 
5 Tyr Asp Leu Arg Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg (SEQ ID NO. 12) 

avec un residu Cys a son extremite N -terminale. 

Les syntheses peptidiques ont ete realisees selon les 
techniques connues de l'homme de metier. Les peptides sont 
solubles dans l'eau. 
10 Les peptides possedent un residu Cysteine en position 

.P u .. Q- ^^roinale a fin de permettre la con jugaison au 
traceur fluorescent . 

1.3) Les produits controles . 

Bodipy et TMR sont couples chimiquement a un residu 
15 cysteine et servent de temoin n£gatif d' internalisation. 

1.4) Methode de couplage chimicrue . 

Les solutions de Bodipy ou TMR sont pr^parees a une 
concentration finale de 50mM en Dim6thylf ormamide (DMF). Les 
solutions de DPVs sont prepar^es a une concentration finale 

20 de lOmM en DMF. 200 jul de la solution de Bodipy ou TMR sont 
melanges a 700 jul de la solution de DPV. Apres une 
incubation de 2 heures a temperature ambiante, a 
l'obscurite, 2ml d'H20 et 8ml de dichloromethane (DCM) sont 
ajoutes. La solution est m<§langee au vortex et centrifug^e 2 

25 minutes a 3000g. La phase aqueuse est prelevee et conservee. 
Quatre extractions successives au DCM sont realisees. Les 
phases aqueuses sont rassemblees dans un flacon de verre et 
placees 1 heure a — 80°C avant d'etre lyophilisees au minimum 

IS— he^a^es-, — La— poudre— obtenu^— est^-stookee—sous — a rgon a — 2Q°C 

30 a l'abri de la lumiere. 

1.5) Conservation des conjugues en solution . 

Les conjugues DPV~Bodipy et DPV- TMR sont conserves 
dilues a 3mM dans H20 a — 20°C, a l'abri de la lumiere. 

1.6) Analyse HPLC des conjugues . 
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- Pour les conjugues Bodipy : 
Colonne Luna 100A 3jj C18 100x4.6 iran 
Solvant A: 0.1% TFA in H z O 
Solvant B: 0.1% TFA in CAN 

Gradient: 5% B _ 60% en 10 min, 60 _ 90% en 1 min, 90% 
B en 3 min 

Flux: 1.2 ml/min; volume injecte: 10 jil; l a 
concentration de 1 ' echantillon , injecte est de 1 mg/ml en 
0.1% TFA 

Detecteur: DAD: 214nm, 300 nm. . 
• - Pour les conjugues TMR : 
Colonne Luna 100A 3p C18 100x4.6 mm 
Solvant A : 0.1% TFA in H,0 
Solvant B : 0.1% TFA in CAN 
15 Gradient : 5% B _ 60% en 10 min, 60 _ 90% en 1 min, 

90% B en 3 min 

Flux : 1.2 ml/min; volume injecte: 20 jjlf la 
concentration de 1 'echantillon injecte est de 1 mg/ml en 
0.1% TFA 

20 Detecteur: DAD: 220 nm. 

1.7) Souches bacteriennes . 

- Escherichia coli ATCC 25922 

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
1-8) Protocole d' internalisation . 

25 I. 8. a) Evaluati on de la penetration des conjugues dans 

la bacterie a 37°C . 

Les bacteries en phase exponentielle de culture sont 
centrifugees et lavees 3 fois avecle tampon phosphate de 
sodium lOmM, pH7 . 4 ( tampon NAPB ) . La concentration 
bacterienne est ajustee a lxlO 6 ufc/ml (Unites Formant 
Colonies) dans le tampon NAPB. 50 pi de la suspension 
bacterienne sont deposes sur lame de poly-L-Lysine . Apres 
une incubation de 30 minutes a 37°C en chambre humide, les 
bacteries immobilisees sur la lame sont rincees 3 fois avec 



30 



22 

le tampon NAPB. 50 fil de solution de conjugue DPV~Bodipy ou 
DPV—TMR ou produit controle sont deposes sur les bacteries. 
Apres une incubation de 30 minutes a 37°C en chambre humide 
et a l'abri de la lumiere, les lames sont rincees 3 fois 
5 avec le tampon NAPB. Les bacteries peuvent etre fixees sur 
la lame par une incubation de 2 0 minutes a 37°C a l'abri de 
la lumiere. Une goutte de PBS/Glycerol 50% est deposee sur 
la lame et recouverte d f une lamelle de verre. Apres scellage 
de la lamelle sur la lame, la fluorescence des bacteries est 

10 observee sous microscope optique a epif luorescence Leica 
(objectif 40X ou 63X a immersion). Les images sont prises 
avec la camera numerique Nikon coolpix au zoom maximal et 
avec l'adaptateur 0.63 X. Une analyse plus detaill^e est 
realisee au microscope confocal Bio-rad MRC 6 00 ( BIO-RAD 

15 Microscience Ltd., Hemel Hempstead, England), 6quipe d'un 
microscope optique inverse et d'un objectif a immersion 
X100. Les bacteries sont visualisees par leur fluorescence 
apres excitation par un laser Krypton/Argon. Plusieurs 
coupes de bacteries de 0.1 - 0 . 2jum sont realisees . 

20 I.8.b) Evaluation de la penetration des conjugues dans 

la bacterie a +4°C . 

La methode d^crite precedemment (I. 8. a) a 6te modifiee 
comme suit. Les bacteries immobilisees sur lame de poly-L- 
Lysine et rincees 3 fois avec le tampon NAPB sont incubees 

25 pendant 24 heures a +4°C avant l f addition des conjugues DPV 
fluorescents pre-incubes a +4°C. Toutes les etapes suivantes 
sont realisees a +4°C avec des solutions froides. 

1.9) Immuno-marquage de la membrane externe des 
^^^t^^^s I* "1-^5 s • jtiitiftu , nc^"flr\j.-^^£-^^-sxz*^j in."^5"^3~ ~"^=^3rdri"^?^B *i7~e ■ . ■ ~ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■■ 

30 Les bacteries immobilisees sur lame de poly-L-Lysine 

sont rincees 3 fois avec du tampon NAPB et incubees 30 
minutes a temperature du laboratoire avec une solution 
NAPB/SAB 0.05% (Serum albumine bovine) • Les bacteries sont 
incubees 3 0 min a la temperature du laboratoire avec 
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1 ' anticorps monoclonal de souris anti-endotoxine ( Biovalley 
Cat# C55157; batch# 212529) dilue dans NAPB/SAB 0*05% , 
lavees plusieurs fois avec NAPB/SAB 0.05% puis incubees 30 
minutes a la temperature du labor atoire, a l'abri de la 
5 lumiere, avec un deuxieme anticorps : anticorps polyclonal 
de lapin anti-souris conjugu6 a la tetramethyl rhodamine 
(TRITC) (Jackson ImmunoResearch Cat# 315-026-003, batch# 
47511) ou a la fluoresceine (FITC) ((Jackson ImmunoResearch 
Cat# 715-095-150, batch# 51038). Apres plusieurs lavages 

10 avec le tampon NAPB, une goutte de PBS /Glycerol 50% est 
deposee sur la lame et recouverte d'une lamelle de verre. 
Apres scellage de la lamelle sur la lame, la fluorescence 
des bacteries est observee au microscope confocal comme il 
est decrit precedemment (§ III. 8. a). 

15 1. 10) Evaluation de l'activite anti-bacterienne des 

conjuques . 

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont 
determines par la m^thode de microdilution- en milieu 
liquide (NCCLS M7A5 ) pour 1' ensemble des especes 

20 bacteriennes en plaque de polystyrene 96 puits. 

Une colonie isolee de la bacterie E. coli ATCC 25922 
ou P. Aeruginosa ATCC 27853 est mise en suspension dans 3 a 
5ml de milieu de culture Mueller-Hinton (MH) et incubee a 
37°C pendant une nuit sous agitation. A partir de cette 

25 culture de nuit, une culture en phase exponentielle de 
croissance de la souche est realisee; le milieu MH est 
ensemence au l/50e avec la culture de nuit et incube 2 
heures a 37°C sous agitation. La concentration bacterienne 
est ajustee a lxlO 6 ufc/ml (Unites Formant Colonies) dans le 

30 milieu MH. 

50 jj! d f inoculum bacterien sont distribues par puits 
contenant un volume egal de la solution de cpnjugue diluee 
de demi en demi dans le milieu de culture adequat (0 a 1 
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pM). Les cultures sont incubees a 37°C en air ambiant 
pendant 16 a 20 heures. 

La CMI exprimee en iM est la premiere concentration ne 
prSsentant pas de croissance bacterienne. 

II — Rfsultats. 

II-l) Internalisation des conjuqu^s DPV-Bodipy dans la 
bacterie Gram-neqatif ♦ 

H«l»a) Evaluation qualitative de 1 ' internalisation 
des conjuques DPV-Bodipy . 

- Evaluation qualitative dans la bacterie. K.. coll . 

La figure 3 represente 1' internalisation des conjuguSs 
DPV-Bodipy dans E. coll. 

Les bacteries immobilisees sur lame de poly-L-Lysine 
sont incubSes avec IjjM de conjugue DPV-Bodipy pendant 3 0 
minutes a 3 7°C. Les images de microscopie (microscope 
optique a epif luorescence, objectif x 63 a immersion) 
montrent la penetration du conjugud DPV-Bodipy dans les 
bacteries vivantes. A: DPV3 , B: DPV3.10; C: DPV6; D: DPV7; 
E: DPV7b; F : DPV15? G: DPV15b; H: DPV1047; I: DPV11; J: 
DPV12; K: DPV1121; L: DPV19. 

Les bacteries E. coll sont incubees 30 minutes a 37°C 
avec l^M de conjuguS DPV-Bodipy comme il est decrit dans le 
paragraphe I. 8. a. L ' internalisation des conjugues DPV-Bodipy 
fluorescents dans les bacteries non fixees est visualisee 
sous microscope a epif luorescence. Aucune fluorescence n'est 
detectee avec le conjugu£ contrdle Cys-Bodipy. Comme il est 
montre sur la figure 3 f plusieurs conjugues DPV-Bodipy 
tr a ve rsent-^Les— memb ran e s baeteriennes d e la bacterie E. co ~lt~ 
pour s'accumuler dans le cytoplasme bacterien. Les peptides 
DPV3.10 (Fig. 3B), DPV3 (Fig. 3A), DPV6 (Fig. 3C) et DPV15 
(Fig. 3F) sont fortement penetrant et internalisant de 
molecules hydrophobes. Avec les peptides DPVll et DPV12 
(Fig. 31 et 3J), nous obtenons des niveaux de fluorescence 
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het^rogenes dans une meme population bacterienne. Les 
propri^tes d ' internalisation de ces peptides sont plus 
faibles. Le peptide DPV19 ne penetre pas dans les 
bacteries . ( Fig . 3L ) . 
5 Un profil identique d ' internalisation des 

conjugues DPV-Bodipy est observe apres fixation des 
bacteries . 

La figure 4 repr^sente 1 ' immuno-marguage de la 
membrane externe aprds internalisation du conjugue 

10 DPV3~bodipy. 

• Les bacteries E. coli iramobilisees sur lame de poly-L- 
Lysine sont incubees avec 3jjM du conjugu6 DPV3~Bodipy a 37°C 
pendant 30 minutes. Apres internalisation r la membrane 
externe des bacteries vivantes est detectee par xmmuno- 

15 marguage en utilisant un anticorps monoclonal de souris 
anti-endotoxine et un anticorps polyclonal de lapin anti-Ig 
G de souris couple au TRITC. La localisation du cdnjugue 
DPV3~Bodipy (fluorescence verte) et 1 ' immuno-marquage; de la 
membrane externe (fluorescence rouge) sont observes au 

2 0 microscope confocal. A : Taille originale de 1' image ; B et 
D : Deux agrandissements de bacteries de 1' image A. 

Afin de confirmer la localisation des conjugues 
DPV~Bodipy dans le cytoplasme bacterien, les bacteries E. 
coll sont incubees avec 3jjH du conjugue DPV3-Bodipy comme il 

25 est decrit dans le paragraphe III. 8 et la membrane externe 
des bacteries vivantes est visualisee par immuno-marquage 
specif ique comme il est decrit dans le paragraphe III 9. 
L'endotoxine est un , co.nstituant specif ique de la membrane 
externe des bact6ries Gram-negatif . La fluorescence des 

30 bacteries est visualisee au microscope confocal (Figure 4). 
L ' internalisation du Bodipy est visualisee par une 
fluorescence verte et la membrane externe est ^identif i6e par 
une fluorescence rouge. L r analyse de ces images montre 
clairement que le peptide DPV3 traverse les membranes 
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externe et interne de la bacterie Gram-negatif E. coli et 
permet 1 ' accumulation du Bodipy dans le cytoplasme 
bact^rien . 

_ Evaluation qualitative dans la bacterie 

5 aeruginosa . 

La figure 5 represente l'internalisation des conjugues 
DPV-Bodipy dans P .aeruginosa. 

Les bacteries immobilisees sur lame sont incubees avec 
luU de conjugue DPV-Bodipy pendant 30 minutes a 37°C. Les 
0 images de microscopie (microscope optique a epif luorescence, 

objectify 63 a. immersion), montrent la Penetration du 

conjugue DPV-Bodipy dans les bacteries vivantes. A: DPV3, 
B: DPV3.10; C: DPV6 ; D: DPV7 ; E: DPV7b; F: DPV15; G: DPVl5b; 
H: DPV1047; I: DPVll; J: DPV12; K: DPV1121; L: DPV19 . 
15 La figure 6 donne des images de microscopie confocal 

de P. aeruginosa. 

Les bacteries sont immobilisees sur lame de poly-L- 
Lysine et incubees avec 3]M de conjugue DPV3~Bodipy (A) ou 
de conjugue DPV7 -Bodipy (B) a 37°C pendant 30 min puis 
20 fixees sur la lame. Les bacteries sont observees au 
microscope confocal. Un agrandissement de 1' image originale 
des bacteries est pr#sent6. 

Une meme evaluation qualitative est realisee sur P 
aeruginosa. La figure 5 montre l'internalisation des 
25 conjugues dans les bacteries apres 30 minutes d ' incubation . 
Les proprietes d ' internalisation des DPV sont identiques a 
celles observees pour E. coli excepte pour les peptides 
DPV7b et DPV 6 qui semblent §tre plus internalisants chez P. 
a-e-rug inosa. IT ubser^ti-on—au-mic^oscope--conf oca 1 (F i g u r e 6\ 
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des bacteries incubees avec les peptides DPV3 ou DPV7b 
montre que ces peptides ont la capacite de traverser la 
membrane externe et permettre 1 ' accumulation du Bodipy dans 
le cytoplasme bacterien. 

Il.l.b) Classification des DPVs . 



Comme il est montre sur les figures 3 et 5, le niveau 
d' accumulation des conjugues DPV-Bodipy dans le cytoplasme 
bacterien est variable selon le DPV et selon la souche de 
bacterie. De facon generale, 1' internalisation des DPV est 
quasiment identique pour les deux souches de bacteries 
etudiees. Les peptides DPV peuvent etre classes en trois 
groupes majeurs : 

- DPV3, DPV3.10 : internalization elevee 

- DPV6, DPV7, DPV7b, DPV15 : internalisation moyenne 

- DPV15b, DPV1047, DPV1121 : internalisation faible 

Les peptides DPV3.10, DPV3 , DPV6, DPV7 et DPV7b ont 
precedemraent et£ decrits comme des peptides a localisation 
cytoplasmique dans les cellules eucaryotes (demande de- 
brevet Internationale PCT publiee sous le No. WO 01/64738)? 
quand ils sont couples chimiquement a la proteine peroxydase 
ou a des IgG. A 1' oppose^ les peptides DPV15, DPV15b, ; 
DPV1047 et DPV1121 ont 6te decrits comme des peptides a 
localisation nucleaire. II est important de noter que le 
niveau d' internalisation des DPV « nucleaires » est plus J . 
faible que celui des DPV « cytoplasmiques ». Les peptides 
ayant un tropisme cytoplasmique sont les plus internalisants 
dans la bacterie. 

Comme l'indique le tableau 1 ci-apres, les* peptides 
DPV19, DPV11 et DPV12 n ' ont pas de propriety 
d' internalisation dans la cellule eucaryote. La meme 
propriete est observee avec les cellules procaryotes, comme 
les bacteries Gram-negatif . 

Tableau 1 : Evaluation qualitative de l'interna- 
lisation des conjugues DPV-Bodipy dans la bacterie Gram- 
negatif 

I 
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E. coll 


P. aeruginosa 


DPV3~Bodipy 


+++ 


+++ 


DPV3.10~Bodipy 


++++ 


++++ 


DPV6~Bodipy 


++ 


+++ 


DPV7~Bodipy 


++ 


++ 


DPV7b~Bodipy 


+ 


+++ 


DPV15~Bodipy 


++ 


++ 


DPV15b~Bodipy 


+ 


+ 


DPV1047~Bodipy 


+ 


+ 


DPV1121~B6dipy 


+ 




DPV19~Bodipy 






DPVll-Bodipy 


+/- 


+/- 


DPV12~Bodipy 







II.l.c) Etude de l'effet de la poly-L~Lysine (support 
des bacteries) sur 1' internalisation . 

Afin de confirmer les resultats precedents et 
5 d'evaluer une eventuelle interference de la poly-L-Lysine 
avec 1 f internalisation des conjugues, les bacteries E. coll 
sont incubees avec les conjugues DPV~Bodipy pendant 30 
minutes a 37°C puis lav^es de fagon extensive avec le tampon 
NAPB avant d'etre immobilisees et fixees ou non sur lame de 
10 poly-L-Lysine, La localisation des conjugues est visualisee 
au microscope optique a epif luorescence ou confocal. Les 
proprietes d' internalisation des differents DPV ne different 
pas des resultats obtenus precedemment. La Poly-L-Lysine n'a 

pas d'effet sur la capacite rin DPV a traverser les membranes- 

15 bactiriennes et a penetrer dans la bacterie. 

Il.l.d) Influence de la temperature sur le niveau 
d 9 internalisation . 

Afin d'expliquer le mecanisme d ' internalisation 
precedemment observe, la capacite des DPV a internaliser a 
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+4°C a ete analysee, Les bacteries E . coll en phase 
exponentielle die croissance sont immobilisees sur lame de 
poly-L-Lysine puis incubees pendant 24 heures a +4°C afin 
d'abolir le metabolisme energetique de la bacterie. Les 
5 bacteries sont ensuite incubees avec 3juM de DPV7~Bodipy ou 
Cyst-Bodipy (contrdle) pendant 3 0 minutes a +4°C comme il 
est decrit dans le paragraphe 1 . 8 . b ) et lavees de maniere 
extensive avant d'etre visualis^es au microscope optique a 
epif luorescence et confocal. Pour comparer les niveaux 
10 d' internalisation a 37°C et a +4°C, la meme experience est 
conduite a 37°C comme il est decrit dans le paragraphe 
III. 8. a, 

Le niveau d'internalisation du DPV7 dans la bacterie 
' est identique quelque soit la temperature de 1 'experience. 
15 II semble done que 1 ' internalisation du conjugue DPV7~Bodipy 
dans E. coll n'est pas un mecanisme i§nergie-dependant . Le 
phenomene est probablement une translocation passive au 
travers des membranes bacteriennes . 

II. 2) Internalisation du conjugue DPV3-TMR dans E. 

20 coll . 

Nous avons montre que certains peptides DPV peuveht- 
traverser la membrane externe des bacteries Gram-negatif et 
penetrer dans la bacterie pour internaliser un compose 
hydrophobe comme le Bodipy qui est normalement exclu par 
25 cette membrane externe. 

Afin de yalider les r^sultats obtenus precedemment et 
exclure une quelconque influence du traceur fluorescent 
Bodipy sur 1' internalisation, des experiences identiques ont 
ete menses avec un deuxieme traceur fluorescent hydrophobe, 
30 le TMR. Le TMR differe du Bodipy par des proprietes physico- 
chimiques comme sa structure ou la presence d'une charge 
positive (Fig. 2). f 

La figure 7 represente 1 ' internalisation du conjugue 
DPV3-TMR dans E. coll. 
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Les bacteries E. coll sont immobilisees sur lame de 
poly-L-Lysine et incubees avec IpM du conjugue DPV3-TMR a 
37°C pendant 30 min. Apres internalisation, la membrane 
externe des bacteries vivantes est detectee par immuno- 
marquage en utilisant un anticorps monoclonal de souris 
anti-endotoxine et un anticorps polyclonal de lapin anti-ig 
G de souris couple au FITC. La localisation du conjugue 
DPV3-TMR (fluorescence rouge) et 1 ' immuno-marquage de la 
membrane externe (fluorescence verte) sont observes au 
microscope confocal. A : Taille originale de 1' image ; B et 

D : Deux. agrand.iss.ements de bacteries de -1' image A. - 

L' internal is ation du conjugue DPV3 TMR est evaluee sur 
des bacteries E. coll immobilisees sur lame de poly-L-Lysine 
ou en suspension. Les bacteries sont incubees avec l^M de 
conjugue DPV3-TMR ou le controle Cyst —TMR pendant 30 minutes 
a 37°C, puis fixees ou non sur lame avant d'etre visualisees 
au microscope optique a epif luorescence . Quelque soit le 
protocole d ' internalisation utilise, aucune fluorescence 
n'est detectee avec le conjugue controle tandis que le DPV3- 
TMR est visualise par la fluorescence rouge de la bacterie. 

Afin de confirmer 1 ' internalisation du conjuguS 
DPV3— TMR, les bacteries sont immobilisees sur lame de poly- 
L-Lysine et incubees avec 1/jM de conjugue a 37°C pendant 30 
minutes. L ' immuno-marquage de la membrane externe est 
realise en utilisant 1' anticorps monoclonal de souris anti- 
endotoxine et un anticorps polyclonal de lapin anti-IgG de 
souris couple au FITC. La localisation du conjugue DPV3-TMR 
est observee au microscope confocal (Figure 7). Le conjugue 

P_V3~mMR— fer-awrse la membrane— externe, penetre dans la — 
bacterie et s'accumule dans le cytoplasme. Ce resultat est 
identique a ceux obtenus avec le traceur fluorescent Bodipy. 
IX ' 3 ) Activite anti-bacterienne des coniugues DPV . 
Afin de determiner que 1 ' internalisation des conjugues 
DPV n'induit pas la mort des bacteries, les 12 conjugues 
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DPV~Bodipy et le conjugue DPV3-TMR sont testes pour leur 
activite anti-bacterienne coirane il est decrit dans le 
paragraphe I. 10) Aucun des conjugues testes n'a raontre une 
activite anti-bacterienne sur E. coll aux concentrations 
5 utilises dans les experiences d ' internalisation . Cette 
experience montre que 1 9 internalisation des conjugues 
n'affecte pas la viabilite bacterienne. Le mecanisme 
d' internalisation dans la bacterie n f est pas toxique. 
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REVEND ICATIONS 



1) Composition anti-bacterienne, plus particulierement 
dirigee contre les bacteries gram negatif, comprenant 
5 1 'association : 

a) d'au moins un peptide de 10 a 25 residus d'acide 
amine comprenant : 

i) deux domaines charges positivement a pH neutre 
constitue de 3 a 9 residus d'acide amine dont les deux tiers 
10 au moins. sont des acides amines cationiques, 

- ..ii). entre lesdits domaines -charges positivement, un 

groupe de deux a trois residus d'acide amine non cationique, 
iii) a l'une et ou 1' autre des extremites N ou C 
terminale du peptide, un groupe de 0 a 10 et de preference 
de 0 a 5 residus d'acide amine choisis dans le groupe 
comprenant des acides amines non hydrophobes et des acides 
amines charges positivement, mais dans le cas d'un residu 
d'acide amine charge positivement celui-ci n'est pas 
directement adjacent aux domaines charges positivement. 

b) d'au moins un compose anti-bacterien. 



15 



20 



2) Composition selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que (i) les acides amines cationiques des deux 
domaines charges positivement sont choisis dans le groupe 
25 comprenant l'arginine et la lysine, et en ce que (ii) les 
acides amines non cationiques du groupe entre lesdits 
domaines charges positivement sont des acides amines non 
hydrophobes, choisis par exemple dans le groupe comprenant : 

i^acide yluLcuuique, la serine, la glycine, la leucine, la 

30 glutamine. 



3) Composition selon l'une des revendications 1 ou 2, 
caracterisee en ce que le peptide est choisi dans le groupe 
comprenant les sequences suivantes : SEQ ID NO.l, SEQ ID 
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NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, 
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 11. 

4) Composition selon l'une quelconque des 
5 revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le peptide est 
choisi dans le groupe comprenant les sequences suivantes : 
SEQ ID NO.l, -SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID 
NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7. 

10 5) Composition selon 1'une quelconque des 

revendications .1 a 3 , caracterisee en ce que le compose 
anti-bact6rien est choisi parmi ceux presentant des 
proprietes physico-chimiques le rendant incapables de 
traverser la membrane des bacteries gram negatif . 

15 

6) Composition selon l'une quelconque dqs 
revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose anti-bacterien est hydrophobe. 

20 7) Composition selon l'une. quelconque des 

revendications precedentes , caracterisee en ce que le 
compost anti-bacterien est choisi dans le groupe comprenant 
les composes suivants : les antibiotiques de la famille de 
macrolides, des ketolides comme l'erythromycine, la 

25 clarithromycine, 1' azithromycine, la telithromycine. 

8) Composition selon l'une quelconque des 
revendications precedentes , caracterisee en ce qu'elle 
comprend 1 ' association de peptide(s) et de compost (s) anti- 
30 bacterien(s) soit sous la forme d'un melange, soit d'un 
produit dans lequel un bu plusieurs peptides identiques ou 
differents sont liees par covalence a un^ ou plusieurs 
composes anti-bacter iens identiques ou differents, 
gventuellement par 1 ' intermediaire d f un bras espaceur. 
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9) Composition selon l'une quelcongue des 
revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un produit de formule (I) suivante : 

(A-) m (X) p (-P) n (I) 
dans laquelle : A est le reste d'un compose anti- 
bacterien, P est le reste d'une peptide, tels que dSfinis 
dans les revendications precedentes, et X represente soit 
une liaison covalente entre A et P, soit un bras espaceur 
reliant au moins un reste A a au moins un reste P, m est un 
nombre. entier pouvant. aller -de 1 a 3 , n est un nombre entier 
pouvant aller de 1 a 3, et p represente zero ou un nombre 
entier au plus egal au plus grand des nombres m et n. 

10) Un produit de formule (I) suivante ; 

(A-) m (X) p (-P)„ (I) 
comme defini dans la revendication 9. 

11) Utilisation d'un peptide de formule (I) comme 
defini dans l'une quelconque des revendications 1 a 4 pour 
la preparation d'une composition pharmaceutiques anti- 
bacterienne, plus particulierement contre les bacteries gram 
negatif, dans laquelle ledit peptide est associe a au moins 
un compose anti-bacterien comme defini dans l'une des 
revendications 1 ou 5 a 7 . 




Figure 2 




Figure 3 




Figure 4 
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LISTAGE DE SEQUENCES 



<110> DIATOS S.A. 

<120> COMPOSITION ANTI -BACTERIENNE , PLUS PART I CUL I EREMENT CONTRE LES 

BACTERIES GRAM NEGATIF, COMPRENANT UN PEPTIDE ET UN AGENT ANTI - BACTERIEN 
AVANTAGEUS EMENT HYDROPHOBE 

<130> 33356/FR 

<160> 23 

<170> Patentln version 3.1 



<210> 1 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser 
15 10 15 

<210> 2 

<211> 18 

<212> PRT . 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Arg Lys Lys Arg Arg Arg Glu Ser Arg Arg Ala Arg Arg Ser Pro Arg 
1 5 10 15 

His Leu 



<210> 3 •<»'■ 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 1 

Gly Arg Pro Arg Glu Ser Gly Lys Lys Arg Lys Arg Lys Arg Leu Lys 
1 5 10 15 

Pro 



<210> 4 

<211> 15 

<212> PRT ,. s 

<213> Homo, sapiens 

<400> 4 

Gly Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly Lys Lys Arg Asp Pro 
1 5 10 15 

<210> 5 / 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 



Gly Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys Leu Gly Lys Lys Arg Pro Arg Ser 
1 5 10 15 



Arg 



<210> 6 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

Leu Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg Leu Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg 
1 5 10 15 

<210> 7 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<40"0> 7 ~ " " " " ~ " ' 

Gly Ala Tyr Asp Leu Arg Arg Arg Glu Arg Gin Ser Arg Leu Arg Arg 
1 5 10 15 

Arg Glu Arg Gin Ser Arg 
20 



<210> 8 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Arg His Val Arg Pro Arg Val Thr Arg 
1 5 10 ~ 15 

Met Asp Val 



<210> 9 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gly 
15 10 

<210> 10 

<211> 13 

<212> PRT 

<2i3> womo sap x ens 

<400> 10 

Gin Gly Lys Ser Lys Arg Glu Lys Lys Asp Arg Val Phe 
15 10 

<210> 11 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 



3 



Val Lys Arg Gly Leu Lys Leu Arg Gin Lys Tyr Asn Lys Arg Ala Met 
1 5 10 15 

Asp Tyr 



<210> 12 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 12 

Asn Pro Gly Val Ser Thr Val Val Leu Gly Ala Tyr Asp Leu Arg Arg 
1 5 10 , 15 

Arg Glu Arg Gin Ser Arg 
20 

<210> 13 . 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

Arg Lys Lys Arg Arg Arg 
1 5 



<210>— 14— 

<211> 3 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 

Arg Pro Arg 
1 

<210> 15 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

Lys Arg Lys Lys Lys Gly Lys 
1 5 

<210> 16 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 16 

Arg Arg Glu Arg 
1 

<210> 17 

<211> . 5 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

Arg Arg Arg Glu Arg 
1 5 



<210> 18 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 18 

Arg Arg Ala Arg Arg Ser Pro Arg 
1 5 

<210> 19 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 19 

Lys Lys Arg Lys Arg Lys Arg Leu Lys 
1 " 5 

. <210> ...20. _ _ _ 

<211> 3 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 20 

Lys Lys Arg 
1 



<210> 21 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 21 

Lys Lys Arg Pro Arg Ser Arg 
1 5 

<210> 22 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 22 

Arg Leu Arg Arg Glu Arg 
1 5 

<210> 23 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 23 



Arg Leu Arg Arg Arg Glu Arg 
1 5 
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